Resultados: Encontrou-se que os pacientes com LES apresentaram uma diminuição na quantidade total de células CD4 + , um aumento na quantidade de linfócitos T ativados e um aumento na frequência de linfócitos Th17 em comparação com controles saudáveis (HC).
Th17
Multifunctional T cells cytokines simultaneously, are present in the inflammatory milieu and may be implicated in the autoimmune process observed in SLE. In the present study, we aimed to characterize the functional status of CD4 + T cells in SLE by simultaneously determining the concentration of IL-2, IFN-␥ and IL-17 in lymphocyte cultures under exogenous and self-antigenic stimuli.
Patients and methods:
Eighteen patients with active disease, 18 with inactive disease, and 14 healthy controls had functional status of CD4 + T cells analyzed.
Results:
We found that SLE patients presented a decreased number of total CD4 + cells, an increased number of activated T cells, and an increased frequency of Th17 cells compared to healthy controls (HC). MFT cells had increased frequency in SLE patients and there was an increased frequency of tri-functional MFT in patients with active SLE compared with those with inactive SLE. Interestingly, MTF cells produced larger amounts of IFN␥ than mono--functional T cells in patients and controls.
Conclusion: Taken together these data indicate the participation of recently activated Th17 cells and MTF cells in the SLE pathophysiology.
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Introdução
Os linfócitos T CD4 + efetores foram inicialmente classificados em dois subgrupos, de acordo com as citocinas que produzem. [1] [2] [3] Os linfócitos Th17 fazem parte desse novo panorama de linfócitos T e mostram um fenótipo de linfócitos T CD4 + ativados caracterizado pela produção de elevadas quantidades de IL-17. [4] [5] [6] Os linfócitos Th17 parecem desempenhar um papel crucial no desenvolvimento de uma ampla gama de transtornos inflamatórios crônicos e autoimunes. [7] [8] [9] Na verdade, sugeriu-se que a regulação inapropriada dos linfócitos Th17 pode ser um evento-chave na patogênese da artrite reumatoide e do lúpus eritematoso sistêmico (LES). [10] [11] [12] [13] [14] Diversos estudos relataram níveis séricos significativamente mais altos de IL-17 e uma frequência mais elevada de célu-las mononucleadas do sangue periférico (CMSP) produtoras de IL-17 em pacientes com LES, em comparação com indivíduos normais. 13, [15] [16] [17] [18] Mostrou-se também que a resposta do Th17 está correlacionada com a atividade da doença em pacientes com LES. 17 Uma estratégia inovadora para a avalição da funcionalidade do linfócito T se baseia na determinação simultânea de várias citocinas expressas por subtipos de células. De acordo com essa abordagem, os linfócitos T que produzem múltiplas citocinas simultaneamente são chamados de linfócitos T multifuncionais. Foram documentadas respostas dos linfócitos T multifuncionais no HIV-1 19 e na resposta imune à vacina contra o vírus da hepatite B 20 e HIV. 19, 20 Essa nova abordagem tem sido possível em grande parte em razão dos avanços tecnológicos na citometria de fluxo, que na atualidade possibilita a detecção simultânea de diversos marcadores funcionais, fenotípicos e de linhagem nos linfócitos T. 21 No presente estudo, buscou-se caracterizar o estado funcional dos linfócitos T CD4 + em pacientes com LES com doença ativa e inativa e determinar simultaneamente a concentração de várias citocinas em culturas de linfócitos com diferentes estímulos antigênicos. Também se quantificou a proporção de Th17 e linfócitos T multifuncionais e se a correlacionou com a pontuação no Sledai (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) e com a frequência de linfócitos T ativados e linfócitos T REG .
Materiais e métodos
Trinta e seis pacientes adultos (33 mulheres e três homens, de 40 ± 7,2 anos) com diagnóstico de LES de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia 22 foram consecutivamente incluídos no estudo, depois de fornecer seu consentimento informado. Todos os pacientes foram encaminhados do ambulatório da Divisão de Reumatologia da Universidade Federal de São Paulo. Os pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com a sua pontuação no SLE Disease Activity Index (Sledai). 23, 24 O grupo LES ativo (LES--A) era composto por 18 pacientes (pontuação no Sledai ≥ 6; 17 mulheres e um homem, idade 36,7 ± 10,2 anos) e o grupo LES inativo (LES-I) era composto por 18 pacientes (pontuação no Sledai = 0; 16 mulheres e dois homens, idade 39,2 ± 13,9 anos). A tabela 1 mostra as características demográficas e clíni-cas de todos os pacientes incluídos no estudo. Como controle, foram incluídos 14 funcionários do laboratório (13 mulheres e um homem, de 33,9 ± 10,4 anos), saudáveis, depois de darem seu consentimento informado. Os pacientes e os controles saudáveis foram submetidos a um questionário estruturado e cederam 60 mL de sangue venoso. O protocolo do estudo foi revisado e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da instituição.
Foram isoladas células mononucleares do sangue perifé-rico (CMSP) por sedimentação em gradiente de densidade sobre Ficoll-Paque (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e lavadas duas vezes em solução salina balanceada de Hank (Gibco, Grand Island, NY). Para a criopreservação, as célu-las foram lentamente congeladas em soro fetal bovino a 90% (FBS; HyClone Laboratories, Logan, UT) e armazenadas em nitrogênio líquido. No momento do ensaio, as CMSP foram rapidamente descongeladas em um banho com água a 37 • C e lavadas em RPMI 1640 pré-aquecido suplementado com soro fetal de vitelo a 10%, 100 U/mL de penicilina, 100 g/mL de estreptomicina e 20 mM de glutamina (R10 contadas, foi verificada sua viabilidade e foram suspensas em R10 a uma concentração de 1 × 10 6 células viáveis/mL. As CMSP descongeladas foram incubadas em placas de 96 alvéolos (200 L/alvéolo) (Becton Dickinson, San José, CA) na presença de 100 ng/mL de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma) e 500 ng/mL de ionomicina ou com 100 ng/mL de extrato de células HEp-2 durante 16 horas. Após a estimulação, as células foram centrifugadas a 1.500 g durante cinco minutos, suspensas em tampões Macs e transferidas para placas de 96 alvéolos com base em V (Nunc, Roskilde, Dinamarca) em 100 L de tampão de coloração [solução salina tamponada com fosfato (PBS) suplementada com azida de sódio a 0,1% (Sigma) e FBS a 1%, pH 7,4] com o painel de anticorpos monoclonais de superfície (CD4-PerCP, CD3-APC-CY7 e CD69-PE-Cy7). As células foram incubadas a 4 • C no escuro durante 30 min, lavadas duas vezes com PBS e, em seguida, suspensas em 100 L de tampão de fixação [paraformaldeído a 1% (Polysciences, Warrington, PA) em PBS, pH 7, 4] . Para a coloração intracelular, as células previamente marcadas para marcadores de superfície foram incubadas com 100 L de tampão de fixação a 4% e lavadas com tampão de permeabilização (PBS suplementado com azida de sódio a 0,1%, FBS a 1% e saponina a 0,1%; Sigma). Cada amostra foi suspensa em 100 L de tampão de permeabilização, incubada durante 15 min à temperatura ambiente no escuro, lavada com 100 L de tampão de coloração e incubada durante 30 min a 4 • C no escuro sem qualquer anticorpo (tubo não corado) nem acúmulo de anticorpos monoclonais anti-IL-2-PE, anti-IFN-␥-APC e anti--IL-17-FITC em 50 L de tampão de coloração. 25 As células foram lavadas com 200 L de tampão de coloração e suspensas em 100 L de paraformaldeído (PFA) a 1% recentemente preparado de pH 7,4.
Os linfócitos T REG e os linfócitos T CD25 + efetores foram identificados conforme um protocolo anteriormente estabelecido. 26 Resumidamente, as CMSP foram lavadas em PBS e 0,5 × 10 6 células viáveis foram incubadas com anticorpos anti-CD127 marcados com isotiocianato de fluoresceína (ITCF), anti-CD3 marcado com aloficocianina-Cy3 (APC-Cy3), anti-CD4 marcado com PerCP e anti-CD25 marcado com ficoeritrina (PE)-Cy7 (Becton Dickinson, San José, CA, EUA), segundo as instruç ões do fabricante. Após 30 min de incubação a 4 • C no escuro, as células foram lavadas com tampão de Macs, fixadas e permeabilizadas com tampão de fixaç ão/permeabilização FoxP3 (eBioscience, San Diego, CA, EUA) e então processadas para coloração com FoxP3 com o uso do kit de coloração FoxP3 e anti-Foxp3 marcado com APC (eBioscience), de acordo com as instruç ões do fabricante.
As amostras foram processadas em um FACSCanto Flow Cytometer, com o uso do software FACSDIVA (BD Biosciences). Os dados obtidos foram analisados com o software FLOWJO (Tree Star, San Carlo, CA). As voltagens de fluorescência foram determinadas com o uso de células não coradas correspondentes. A compensação foi feita com o uso de CompBeads (BD Biosciences) único corado com CD3-PerCP, CD4-FITC, CD8-APC-CY7, CD4-PE-CY7, CD3-PE ou CD3-APC, respectivamente. As amostras eram adquiridas até que fossem obtidos pelo menos 500 mil eventos em uma janela de células vivas.
Os dados foram descritos com a mediana e intervalo interquartil (IQR). As comparaç ões entre os grupos foram feitas com o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparaç ões entre os grupos com o teste de Dunnett. As correlaç ões foram feitas com o método não paramétrico de Spearman. Estabeleceu-se um nível de inferência estatística de 5% (p < 0,05). Em contraste, quando foram avaliadas células recém-ativadas, caracterizadas pela expressão da molécula CD69, foi observada uma frequência relativa maior de linfócitos CD4 + CD69 + em relação ao total de linfócitos CD4 + em pacientes com LES-A (5,1 ± 6,6) e LES-I (4,9 ± 5,2) quando comparados com os controles (2,8 ± 1,9) em culturas estimuladas com o extrato para células HEp-2 ( fig. 1C ), bem como com PMA/Io: LES-A (6,6 ± 8,3), LES-I (5,9 ± 5,5) e controles (3,5 ± 2,0) ( fig. 1D ). Mais uma vez, foi observado um comportamento semelhante em culturas de CMSP não estimuladas (dados não mostrados).
Resultados

Perfil multifuncional dos linfócitos T CD4 + no lúpus eritematoso sistêmico
Em seguida, analisou-se o perfil funcional dos linfócitos T CD4 + após estímulos autoantígeno-específico (extrato HEp-2) e não específico (PMA/Io). Isso foi feito determinando-se 
Figura 1 -Frequência relativa de linfócitos T CD4 + em pacientes com LES ativo, LES inativo e controles (A) e frequência relativa de linfócitos T CD4 + CD69 + em pacientes com LES ativo, LES inativo e controles na estimulação com HEp-2 (A, C) e com PMA/Io (B, D)
. As barras representam a mediana para cada grupo. *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
simultaneamente a IL-2, IL-17 e INF-␥ intracelular pela citometria de fluxo após a estimulação in vitro com o extrato para células HEp-2 e PMA/Io, respectivamente. A figura 2 mostra a estratégia de janela e a caracterização multiparamétrica dos padrões de resposta monofuncionais, bifuncionais e trifuncionais em um paciente com LES ativo representativo. A frequência desses subconjuntos funcionais de linfócitos T foi, então, explorada em controles saudáveis e em pacientes com LES ativo e inativo. Foi encontrado um aumento na frequência relativa de células que produziram pelo menos uma das três citocinas analisadas em pacientes com LES-A e LES-I em comparação com os controles quando estimuladas pelo HEp-2 ( fig. 2B ) ou PMA/Io ( fig. 2C ), mas não em culturas não estimuladas (dados não mostrados). Não houve diferença na frequência relativa de células trifuncionais entre pacientes com LES e controles em culturas estimuladas com o extrato para células HEp-2 ou PMA/Io ( fig. 2D, tabela 2) . Além disso, não houve diferença relativa na frequência de células monofuncionais ou bifuncionais em culturas dos três grupos estimulados com o extrato para células HEp-2 ou PMA/Io ( fig. 2D, tabela 2) . A maior parte dos linfócitos T bifuncionais e monofuncionais teve frequên-cia similar em amostras de pacientes com LES e controles. No entanto, amostras de pacientes com LES-A e LES-I apresentaram maior frequência de células produtoras de IL-17 em culturas estimuladas com PMA/Io, mas não nas estimuladas com o extrato para células HEp-2 ( fig. 2D e tabela 2) . Além disso, as células bifuncionais produtoras de IL-17 e INF-␥ mostraram uma forte tendência a uma maior frequência em culturas estimuladas por PMA de pacientes com LES-A e LES-I em comparação com os controles normais ( fig. 2D e tabela 2 
Figura 2 -(A) Estratégia de análise multiparâmetros para identificar os linfócitos Th17 e linfócitos polifuncionais nas CMSP de HC estimuladas com PMA/Io. Inicialmente, foi estabelecida uma janela para a população de linfócitos (R1), então apenas a população CD3 + CD4 + foi selecionada (R2). A partir dessa população, foram obtidas células que expressam IL-2 (R3) IL-17 (R4) e INF-␥ (R5). Frequência relativa de linfócitos T CD4 + que produzem citocinas (IL-2, IL-17 ou INF-␥) pela estimulação com HEp-2 (B) e PMA/Io (C). As barras representam o erro padrão para cada grupo. (D) Diagrama ilustrando o comportamento de subconjuntos funcionais de linfócitos T CD4 + de pacientes com LES-A, LES-I e controles. O gráfico box plot representa a frequência relativa de cada subconjunto funcional de linfócitos T CD4 + nos três grupos, sob duas condições de estímulo
(extrato para células HEp-2 e PMA/Io, respectivamente). Os padrões de resposta são agrupados e codificados por cores pelo número de funções positivas e resumidos em gráficos em forma de pizza, em que cada fatia de pizza representa a percentagem média da resposta dos linfócitos T CD4 + contribuída pelos padrões de resposta com as três funções medidas (verde), qualquer combinação de duas funções (vermelho) ou uma (azul) das funções medidas. *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
T CD4 + em qualquer dos três grupos estudados (dados não mostrados).
Correlação entre a frequência de linfócitos Th17 e células recém-ativadas em pacientes com lúpus eritematoso sistêmico inativo e com linfócitos T CD4 + efetores no lúpus eritematoso sistêmico ativo
Foi encontrada uma correlação positiva entre a frequên-cia de linfócitos Th17 e linfócitos recentemente ativados em amostras de CMSP de pacientes com LES-I em culturas não estimuladas ( fig. 4A) 
Discussão
O objetivo do presente estudo foi avaliar o sistema imune de pacientes com LES em relação às vias efetoras dos linfócitos T CD4 + produtores de IL-17 (Th17) e linfócitos T CD4 + multifuncionais. Portanto, estimularam-se as culturas de CMSP com extrato para células HEp-2, que expressam a maior parte dos autoantígenos de importância clínica no LES, incluindo os polipeptídeos Sm/RNP, SS-A/Ro e SS-B/La, bem como os antígenos de cromatina. Esse estímulo possibilitou avaliar, entre os agrupamentos de linfócitos T CD4 + , aqueles com capacidade autorreativa em comparação com as célu-las não estimuladas e as células estimuladas com PMA/Io (estimulação policlonal). Esses experimentos mostraram que as CMSP de pacientes com LES responderam à estimulação com autoantígenos. Além disso, observou-se que, mesmo em indivíduos saudáveis, havia linfócitos T CD4 + sensíveis à estimulação com autoantígenos derivados de células HEp-2, mas em proporç ões menores em comparação com os pacientes com LES.
Nesse contexto, observou-se que as culturas de pacientes com LES ativo apresentaram menor frequência relativa de linfócitos T CD4 + , conforme previamente relatado por Wouters et al. 27 Por outro lado, amostras de pacientes com LES ativo e inativo tinham uma frequência aumentada de linfócitos T recentemente ativados (CD4 + CD69 + ). A redução na frequên-cia relativa de linfócitos CD4 + pode estar relacionada com os efeitos da terapia imunossupressora, uma vez que vários dos pacientes estudados estavam sob esse tratamento. Em contraste, o aumento na frequência de linfócitos T CD4 + CD69 + possivelmente corresponde à fração de linfócitos T recentemente ativados que pode contribuir para a manutenção da resposta autoimune exacerbada e atividade da doença apesar do tratamento.
Houve um aumento na frequência relativa de linfócitos T CD4 + produtores de IL-2, IL-17 ou INF-␥ em amostras de pacientes com LES-A e LES-I depois de estímulo com PMA/Io ou extrato para células HEp-2. O aumento na proporção de células circulantes capaz de assumir um fenótipo de secreção de citocinas após estimulação indica que o sistema imunológico nos pacientes com LES apresenta um acúmulo expressivo de célu-las parcialmente diferenciadas prontas para assumir funç ões efetoras. É possível que isso se estenda a locais inflamató-rios de órgãos alvo e contribua, assim, para a perpetuação da inflamação nesses locais.
O próximo passo foi avaliar a frequência relativa de célu-las capazes de produzir cada citocina individualmente e de células capazes de adquirir um fenótipo multifuncional pela produção de mais de uma citocina. Na verdade, encontrou-se um aumento relativo na frequência de linfócitos T CD4 + produtores de IL-17 (Th17 linfócitos) em culturas estimuladas pelo PMA/Io de pacientes com LES-A e LES-I. Esse achado corrobora relatos anteriores da literatura que mostram uma frequên-cia aumentada de linfócitos Th17 e níveis séricos elevados de IL-17 nos pacientes com LES. 10, 15, 16, 18, [28] [29] [30] [31] No entanto, não se pode excluir a participação dos linfócitos Th1 e da citocina INF-␥ relacionada no processo inflamatório do LES. Na verdade, os dados do presente estudo mostram que a frequên-cia de células produtoras de IFN-␥ foi consistentemente mais No entanto, quando se analisou a frequência de células trifuncionais em relação à quantidade total de células que produzem qualquer uma das citocinas analisadas, conseguiu-se encontrar uma diferença significativa nas culturas estimuladas com PMA/Io, em que as amostras de pacientes com LES-A tinham uma frequência relativa significativamente maior de linfócitos T multifuncionais do que as amostras daqueles com LES-I. Esse achado sugere que pacientes com LES-A mostram uma subpopulação aumentada de linfócitos T auxiliares capaz de produzir um amplo espectro de citocinas pró-inflamatórias depois de um estímulo forte, como pelo PMA/Io. Essa subpopulação aumentada pode contribuir para os transtornos imunológicos no processo autoimune do LES. Outro achado interessante relativo aos linfócitos T multifuncionais se deu na observação de que os linfócitos T CD4 + que expressam IL-2 e INF-␥ produziram mais IFN-␥ do que as células que expressam apenas IFN-␥. Isso foi igualmente observado em amostras de pacientes e controles. Betts et al., 2006 , demonstraram um fenômeno semelhante e observaram um aumento na produção de INF-␥ por células tri-funcionais em pacientes infectados pelo HIV. 19 Foi encontrada uma correlação significativa entre a frequência de linfócitos Th17 e linfócitos recentemente ativados (CD4 + CD69 + ) em pacientes com LES-I, bem como uma correlação entre a frequência de linfócitos Th17 e CD4 + CD25 + Foxp3 ∅ em pacientes com LES-A. Esses resultados sugerem que a produção de IL-17 é predominantemente associada aos linfócitos T recentemente ativados no LES em estágio inativo e aos linfócitos T efetores regulares ativados no LES em estágio ativo. Esse conceito é ilustrado na figura 5. Não foi encontrada correlação entre a atividade do LES, medida pela Sledai, e a frequência de linfócitos T produtores de IL-17 em pacientes com LES-A, como também observado por Wong et al., 2000 . No entanto, outros estudos mostraram uma correlação significativa entre o Sledai e a frequência do Th17. 16, 29 A análise combinada dos dados aqui apresentados, juntamente com as informaç ões existentes na literatura, fornece pistas para uma melhor compreensão da fisiopatologia do LES e abre perspectivas para o desenvolvimento de terapias opcionais para essa doença. Acredita-se que o padrão imunológico observado no presente estudo ocorre em pacientes com LES em geral, mas há uma heterogeneidade considerável no grupo. O presente estudo não teve como objetivo investigar a associação desse fenômeno com as diversas manifestaç ões do LES. Esse é um ponto relevante a ser investigado em um estudo futuro, projetado especialmente para esse objetivo. É concebí-vel que uma terapia de bloqueio personalizado de citocinas, especificamente projetada de acordo com o perfil predominante de linfócitos T efetores multifuncionais, seja eficaz em ajudar a restaurar o equilíbrio imunológico em cada paciente. Os linfócitos T produtores de IL-17 parecem desempenhar um papel proeminente na fisiopatologia do LES e podem representar um alvo em potencial para a terapia. Na verdade, é possível que a terapia personalizada e segmentada por citocina possa contribuir para melhorar o equilíbrio da resposta imune efetora, evitar ou minimizar os danos causados pela resposta autoimune.
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